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摘要 :【 目 的】 探究 家 乔 Bombyx mori miRNAs 对 丝 素 蛋白 轻 链 基 因 (fibroin light chain gene, BmFib- 
L) 和 了 P25 蛋白 基因 BmP25 表达 的 调控 作用 。【 方 法 】 分 别 以 Bm Fib-L fe BmP25 mRNA 3'UTR 7j 3e, 
序列 ,应 用 在 线 预测 软件 RNAhybrid 从 前 期 家 委 4 和 5 884 k JE 98 2 ( posterior silk gland) sRNA 
高 通 量 测序 获得 的 29 个 差异 表达 bmo-miRNAs 中 ,筛选 对 BmFfib-L 和 BmP25 具有 调控 作用 的 候选 
bmo-miRNAs; 采 用 半 定 量 RT-PCR 方法 在 mRNA 水 平分 析 候 选 bmo-miRNAs 及 其 靶 基 因 BmFib-L 
和 BmP25 在 4 和 5 冷 幼虫 期 以 及 5 龄 第 3 天 幼虫 不 同 组 织 的 表达 水 平 ; 利 用 双 荧 光 报 告 基 因 检 测 
系统 在 家 看 细 胞 BmN 中 验证 候选 bmo-miRNAs 对 BmFib-L 和 BmP25 表达 的 调控 作用 。【 结果 】 和 
选 到 一 个 在 BmFib-L 和 BmP25 mRNA 3'UTR 上 都 有 靶 位 点 的 bmo-miR-375-3p( 曾 称 bmo-miR- 
375 ” ) 。 在 后 部 丝 腺 中 bmo-miR-375-3p 和 其 预测 靶 基 因 BmFib-L 和 BmP25 都 有 较 高 的 表达 水 平 ， 
提示 bmo-miR-375-3p 具备 调控 BmFib-L 和 BmP25 表达 的 时 空 条 件 。miR-375-3p 重组 表达 载体 与 
融合 了 BmFib-L 3'UTR $5 3& K xk 36 36 X Bi (luciferase) 报告 基因 (1uc) 表 达 载 体 共 转 染 BmN 细胞 ， 
报告 基因 luc 的 表达 水 平 显著 下 降 ; 而 在 miR-375-3p 重组 表达 载体 与 融合 了 BmP25 3' UTR 的 luc 
表达 载体 共 转 染 BmN 细胞 中 报告 基因 luc 的 表达 水 平 下 降 不 显著 。【 结论 ] miR-375-3p 显著 下 调 
BmFib-L 基因 的 表达 ,而 对 BmP25 基因 的 表达 无 明显 调控 作用 。 
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Abstract: [ ^im] To explore the regulatory function of Bombyx mori microRNAs ( bmo-miRNAs) on the 
expression of fibroin light chain gene BmFib-L and P25 protein gene BmP25. [Methods] BmFib-L and 
BmP25 mRNA 3'UTRs were used as targets to predict the potential bmo-miRNAs with target sites on 
BmFib-L and BmP25 by the online RNAhybrid software from the previously obtained 29 differentially 
expressed bmo-miRNAs in the posterior silk gland of the 4th and 5th instar larvae of B. mori. Semi- 


quantitative reverse transcription polymerase chain reaction ( RT-PCR) method was employed to analyze 
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the expression levels of the potential bmo-miRNAs and their target genes BmFib-L and BmP25 in the 
posterior silk gland of the 4th and 5th instar larvae and in different tissues of the 5th instar day-3 larvae of 
B. mori. The regulatory function of potential bmo-miRNAs on the expression of BmFib-L and BmP25 was 
validated by using the dual-luciferase reporter assay system in BmN cells. [Results] One bmo-miRNA, 
miR-375-3p ( previously named bmo-miR-375 * ) , was predicted to have target sites at the mRNA 3' 
UTRs of both BmFib-L and BmP25. The bmo-miR -375-3p and its potential targets BmFib-L and BmP25 
all showed comparatively high expression levels in the posterior silk gland, suggesting that in the posterior 
silk gland there are the spatial-temporal conditions for bmo-miR-375-3p to regulate the expression of 
BmFib-L and BmP25. 


expression vector of BmFib-L 3'UTR fused firefly luciferase report gene (luc) in BmN cells, the expression 


When bmo-miR-375-3p recombinant expression vector co-transfected with 


level of /uc was significantly down-regulated. When bmo-miR-375-3p expression vector co-transfected with 
expression vector of BmP25 3'UTR fused luc report gene in BmN cells, however, the expression level of luc 
was slightly but not significantly down-regulated. [ Conclusion 】 Bmo-miR-375-3p down-regulates the 
expression of BmPFib-L gene significantly, but has no significant effect on the expression of BmP25. 


Key words: Bombyx mori; miRNA ; bmo-miR-375-3p; BmFib-L; BmP25 ; gene expression regulation 


microRNA ( miRNA ) 因 其 参与 各 种 生命 活动 过 

程 而 受到 重视 ,成 为 近年 的 研究 热点 。miRNA 具有 
较 高 的 序列 保守 性 、 表 达 的 时 序 性 和 组 织 特异 性 
( Bartel and Bartel, 2003; 刘 利 英 等 , 2004) ,主要 通 
过 与 靶 mRNA 序列 互补 配对 而 实现 其 调控 功能 
( Filipowicz et al., 2005; Jackson and Standart, ，2007 ; 
Bartel et al., 2009) 。 因 此 , 寻找 miRNA BU Sg SEES, 
对 揭示 miRNA 具体 的 作用 机 制 是 非常 重要 的 。 家 
Æ Bombyx mori L. 是 重要 的 经 济 昆虫 和 鳞 翅 目 模式 
生物 ,其 幼虫 丝 腺 具有 高 效 、 特 异地 合成 和 虱 丝 蛋白 的 
能 力 。 和 春 丝 蛋白 主要 由 丝 素 和 蛋白 和 丝 胶 和 蛋白 组 成 ， 
缘 素 和 蛋白 由 重 链 (heavy chain) 、 轻 链 ( light chain ) 和 
P25 和 蛋白 组 成 ( 陈 华 等 , 2003 ) 。 近 年 越 来 越 多 的 家 
7€ miRNAs( bmo-miRNAs) 被 鉴定 出 来 (Wang et al., 
2014) 。Tong 等 (2006 ) 通过 计算 机 与 信息 生物 学 相 
结合 的 方法 ,在 家 和 蛋 中 预测 到 40 多 个 miRNAs, 
Zhang 等 (2009 ) 利用 边 合成 边 测序 技术 从 家 看 中 鉴 
定 出 354 个 miRNA 基因 ,并 用 miRNA microarrays 分 
析 了 这 些 miRNAs 的 表达 谱 。Liu 等 (2009,， 2010a) 
利用 基因 芯片 和 Northern 杂交 的 方法 , E ZR E 
100 个 miRNAs 在 特定 发 育 时 期 和 体 壁 、 丝 腺 .中 肠 、 
虽 肪 体 等 不 同 组 织 中 的 表达 水 平 进行 了 研究 。 此 后 
Liu 等 (2010b ) 又 利用 Solexa 测序 技术 鉴定 了 202 
个 新 的 家 在 miRNA , 3x 6 miRNA 1B nT f£ 5 Zc d Jf 
台 形 成 变态 发 育 和 丝 腺 功能 相关 。Li 等 (2014 ) 利 
用 下 一 代 测 序 和 微 陈列 技术 ,从 家 得 5 龄 幼虫 后 部 
丝 腺 (posterior silk gland) 鉴定 出 1 229 个 miRNA, 
过 核 捷 体 相关 通路 训 基 因 富 集 分 析 认 为 miRNA 
可 能 直接 调控 蛋白 翻译 。 同 时 ,家 看 miRNAs 的 功 
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能 研究 不 断 深 入 。Chen $ (2013) WEK, KÆ bmo- 
miRNA-1a-3p 体外 抑制 卵黄 膜 蛋 白 BmVMP23 的 表 
ik, Ling 等 (2015 ) 在 个 体 水 平 证 实 , bmo-miR-2 的 
调控 功能 对 正常 翅 的 多 态 性 有 很 重要 的 作用 ,pmo- 
miR-2 过 表达 导致 成 虫 翅 畸 形 , 而且 awd(abnormal 
wing disc) 和 fag fringe) 是 其 靶 基因 。 本 实验 室 在 
BmN 细胞 中 证 实 ,bmo-miR-2b 参与 BmP25 表达 的 
转录 后 调控 (Huang et al., 2011a) ;bmo-miR-1926 和 
bmo-miR-965 体外 下 调 BmFib-L 的 表达 (Huang et 
al., 2012) ; bmo-miR-2739 能 上 调 靶 基因 BmFib-H 
的 表达 ( 宋 菲 等 , 2014) ;bmo-miR-0001 和 bmo-miR- 
0015 体外 下 调 BmFib-L 的 表达 (Chen et al., 2016) ; 
而 Bmo-miR-2758 靶 向 BmFMBP-1 并 抑制 其 表达 
( Wang et al., 2016) 。 

本 实验 室 前 期 利用 Solexa ERIKA P50 品系 
4 龄 第 2 天 和 35 龄 第 3 天 幼虫 后 部 丝 腺 sSRNA 进行 
了 测序 ,获得 的 29 个 差异 表达 mi RNAs, ,推测 这 些 
miRNAs 可 能 与 看 丝 蛋 白 合 成 相关 (Song et al., 
2015 ) 。 我 们 采用 生物 信息 学 方法 从 29 个 差异 表达 
miRNAs 中 筛选 到 一 个 在 4 龄 和 5 龄 幼虫 期 表达 差 
异 大 ,日 在 BmFib-L 和 BmP25 mRNA 3'UTR. 上 都 有 
iB TE SE dB) mRNA———bmo-miR-375-3p ( % 称 
bmo-miR-375 * ) ( http://www. mirbase. org/search. 
shtml, Accession no. : MIMAT0013649) , Jg f TRA 
T fili bmo-miR-375-3p 对 BmFib-L 和 BmP25 基因 表 
达 的 调控 作用 ,采用 半 定 量 RT-PCR 方法 分 析 了 其 
在 4 和 5 龄 幼虫 期 的 转录 水 平 ;再 以 pcDNA3 为 载 
体 构 建 miR-375-3p 重组 表达 载体 ,利用 前 期 构建 的 
BmFib-L 3' UTR 和 BmP25 3' UTR. 与 萤火虫 荧光 素 




































































10 其 范 洋 洋 等 Bmo-miR-375-3p 对 家 乔 丝 素 蛋 白 轻 链 基因 BmFib-L 表达 的 调控 作用 1045 
酶 报告 基因 (uc ) 融合 的 重组 靶 基 因 表 达 载 体 ( http :// bibiserv. techfak. uni-bielefeld. de/rnahybrid ) 


( Huang et al., 2012; 范 洋洋 等 , 2015) ,在 家 看 卵 梨 
来 源 的 BmN 培养 细胞 中 验证 bmo-miR-375-3p 对 
BmFib-L 和 BmP25 表达 的 调控 作用 ,以 期 为 研究 家 
Æ miRNA 的 功能 和 阐明 鼻 丝 蛋白 基因 表达 调控 分 
子 机 制 提供 新 的 实验 数据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 

家 和 蛋品 种 P50, 本 实验 室 保存 并 用 新 鲜 桑 叶 在 
25°% .相对 湿度 70% ~85% 和 室内 自然 光照 条 件 下 
饲养 。BmN 细胞 及 大 肠 杆 菌 Top10 受 体 菌株 由 本 
实验 室 保存 ; BmFib-L 和 BmPP25 3' UTR 表达 载体 
pGI3. 0 [ A3-luc-Fib-L-3' UTR-SV40 ] 和 pGL3. 0[ 43- 
luc-P25-3' UTR. -SV40 ] 由 本 实验 室 构 建 并 保存 
( Huang et al., 2012; 范 洋 洋 等 ,2015 ) ,分 别 携带 
luc 基因 和 289 bp 的 BmFib-L 3'UTR „luc 基因 和 491 
bp 的 BmP25 3'UTR 序列 ,以 BmActin3 启动 子 驱动 
(Song et al., 2015); 转 染 试剂 购 自 UCallM 
PerFect"" ,荧光 素 酶 检测 试剂 盒 购 自 Promega 公司 ; 
pMD18-T、 酶 和 其 他 主要 试剂 购 自 TaKaRa; 其 他 党 
用 生化 试剂 购 自 国药 集团 、 生 工 生物 工程 ( 上海) 股 
份 有 限 公 司 ( 生 工 生物 ) 等 。 
1.2 候选 bmo-miRNAs 的 生物 信息 学 预测 

从 NCBI 数据 库 (http://www. ncbi. nlm. nih. 
gov/ gene/ ) 分 别 下 载 家 看 BmFib-L( NM, 001044023. 
1) .BmP25 mRNA (NM_001145941.1) 的 3'UTR 核 
苷 酸 序列 (长 度 分 别 为 289 bp 和 491 bp) ,并 以 此 为 
靶 序 列 , 应 用 靶 基 因 在 线 预 测 软 件 RNAhybrid 



































对 前 期 家 看 P50 品系 sRNA 高 通 量 测序 所 得 的 29 
个 4 和 5 龄 幼虫 后 部 丝 腺 差异 表达 mRNAs 进行 预 
M ,获得 在 BmFib-L 和 BmP25 mRNA 3'UTR 都 有 驾 
位 点 的 候选 bmo-miRNA 。 
1.3 家 和 看 4 -5 龄 幼虫 总 RNA 的 提取 

分 别提 取 4 龄 第 2 和 3 天 以 及 5 龄 第 1, 2 , 3， 
4,5, 6 和 7 天 幼虫 0.10 g 后 部 丝 腺 的 总 RNA ,以 
及 5 龄 第 3 天 幼虫 的 头 部 .表皮 气管 .脂肪 体 、 马 氏 
管 . 中 肠 、 前 部 丝 腺 、 中 部 丝 腺 、 后 部 丝 胁 和 精 集 等 
12 个 不 同 组 织 各 0. 10 g 样品 的 总 RNA, -80C 冷 
藏 备用 。 按 照 RNAiso Plus( TaKaRa) 试剂 盒 说 明 书 
描述 的 方法 分 别提 取 总 RNA ,并 电泳 检测 其 质量 。 
1.4 候选 bmo-miRNA 的 PCR 鉴定 

UKE 5 龄 第 3 天 幼虫 后 部 丝 腺 总 RNA 为 模 
板 ,按照 TaKaRa 反 转 录 试 剂 盒 说 明 书 的 步骤 反 转 
录 合 成 bmo-miRNAs 的 cDNA ,再 以 此 cDNA 为 模板 
用 上 下 游 引物 ( 表 1) 进 行 PCR 扩 增 。PCR 产物 用 
4% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ,回收 目的 片段 ,连接 
pMD18-T 载体 ,16% 连接 过 夜 。 将 连接 体系 转化 进 大 
肠 杆菌 Top10 感受 态 细胞 , 抽 提 重组 质粒 DNA , 酶 切 
后 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ,委托 生 工 生物 测序 验证 。 
1.5 家 等 幼虫 体内 bmo-miRNA 及 其 靶 基 因 
BmFib-L 和 BmP25 的 转录 水 平分 析 

采用 0ligo6.0 软件 设计 BmFib-L 和 BmP25 的 
上 下 游 引 物 ,bmo-miR-375-3p 和 BmU6 内 参 的 RT- 
PCR 引物 ( 表 1)。 采 用 RT-PCR 方法 ,以 BmU6 基 
因为 内 参 ,分 别 以 总 RNA 为 模板 ,RT 引物 反 转 录 合 
H miRNA, BmFib-L, BmP25 和 BmU6 的 cDNA ,并 
将 cDNA 浓度 稀释 为 500 ng/ pL。 


















































表 1 实验 所 用 引物 


Table 1 Primers used in the experiment 





基因 名 称 引物 引物 序列 (5 -3') 
Gene name Primers Primer sequences 
RT-375-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACCGACAC 
bmo-miR-375-3p F-375-3p CCCTTTCTTCGCCCCGGCT 
R-375-3p GTGCAGGGTCCGAGGT 
RT-U6 GTCGCTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACGATT 
BmU6 F-U6 CCTGCGCAAGGATGAC 
R-U6 GTGCAGGGTCCGAGGT 
RT- Fib-L Oligo dT 
BmFib-L F-Fib-L CCGCAGGTGGAAGAATCTAT 
R-Fib-L GGTTATGTAGGCAGCGATGT 
RT-P25 Oligo dT 
BmP25 F-P25 CCCTGCTACTTGGACGATT 
R-P25 GATTATGCTCGACGTAGCTG 
e: F-pri-375-3p CCCAAGCTTAACGCGGTAGATGATCTCTG 
pri-miR-375-3p 


R-pri-375-3p 


CGGGATCCTGGTTACGAATAAAGTATGGT 
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以 各 基因 的 cDNA 为 模板 ,用 正 反 向 引物 进行 
PCR 扩 增 ,反应 条 件 :94% 变性 5 min;94% 30 s, 
64C 30 s,72?C 30 s,30 个 循环 ,最 后 72% 10 min, 
扩 增 产物 凝 胺 电泳 后 用 凝 胶 成 像 系 统 WV -BP330/ 
CH( 江苏 捷达 ) ,分 析 各 基因 的 转录 水 平 。 

1.6 bmo-miR-375-3p 前 体 的 克隆 及 表达 载体 的 
构建 

根据 Silkworm Genome Database ( http://www. 
silkdb. org/silkdb/) 登录 的 pri-miR-375-3p 及 其 前 后 
各 100 bp 左右 的 核 芽 酸 序列 ,设计 PCR 引物 F-pri- 
375-3p 和 R-pri-375-3p 3€ 1) DIRE S 龄 第 3 天 幼 
虫 后 部 丝 腺 基因 组 DNA 为 模板 ,PCR 方法 合成 pri- 
miR-375-3p 及 其 侧翼 序列 ,PCR 反应 条 件 同 1.5 节 。 

以 pcDNA3 质粒 为 载体 ,将 包含 增强 绿色 莹 光 
蛋白 (enhanced green fluorescent protein ) 基因 egfp 
(便于 荧光 显微镜 观察 BmN 细胞 转 染 效率 ) 和 pri- 
miR-375-3p 及 其 侧翼 序列 克隆 到 载体 中 ,用 家 和 春 核 
型 多 角 体 病毒 ( Bombyx mori nucleopolyhedrovirus , 
BmNPV) ie-l 启动 子 驱 动 ,构建 bmo-miR-375-3p 表 
达 载 体 pcDNA3.0[iel-egfp-pri-miR-375-3p-SV40 ] 。 
1.7 bmo-miRNA 对 BmFib-L 31 BmP25 的 转录 后 
调控 作用 

参照 沈 兴 家 等 (2014 ) 的 方法 ,将 密度 为 1 x 10 
个 细胞 /mL 的 BmN 细胞 接种 到 12 孔 培养 板 , 每 孔 
800 uL, iff Er 27Y 培养 过 夜 使 其 贴 辟 。 在 1.5 mL 
离心 管 中 准 备 两 种 溶液 A 和 B,A: 将 报告 质粒 DNA 
3 pL 加 入 50 pL 无 抗生素 和 胎 牛 血清 的 培养 基 ;B: 
1 uL 转 染 试剂 UCallM PerFect "试剂 溶 于 50 pL 无 
抗生素 和 胎 牛 血清 的 培养 基 。 将 A 和 B 两 种 溶液 
混 匀 后 ,室温 孵育 30 min, 

转 染 时 先 移 去 旧 的 细胞 培养 液 , 再 用 不 含 血清 
的 TC-100 清洗 细胞 两 次 。 用 上 述 构建 的 peDNA3.0 
[ iel -egfp-pri-miR-375-3p-SV40 ] ,分 别 与 本 实验 室 前 
期 构建 并 保存 BmFib-L 和 BmP25 3' UTR 表达 载体 
pGL3. 0 [ A3-luc-Fib-L-3' UTR-SV40 ] fll pGL3. 0143- 
luc-P25-3'UTR-SVA40 ] 共 转 染 BmN 细胞 ; LA 16$ 'Bf 2e 
光 素 酶 报告 质粒 pRL-CMV 为 内 参 ,分 别 以 单独 转 
YL pGL3. 0 [ A3-luc-Fib-L-3' UTR-SV40 ] 或 pGL3. 0 
[ A3-luc-P25-3'UTR-SV40 |] 的 细胞 为 阳性 对 照 , 单 独 
转 染 pcDNA31iel-egfp-pri-miR-375-3p-SV40] 的 细胞 
为 阴性 对 照 , 未 转 染 的 细胞 为 空白 对 照 ,重复 3 次 ， 
27C HEFE 72 h 收集 细胞 ,进行 3 次 独立 实验 。 

用 LuminoMeter 20/20 交 光 光度 计 (Promega) 分 
别 测定 鼻 火 虫 奖 光 素 酶 与 海 肾 奖 光 素 酶 的 活性 


















































(Zhao et al., 2007; He et al., 2009; Huang et al., 
2011b), 
1.8 数据 统计 与 分 析 

检测 获得 的 细胞 荧光 素 酶 活性 值 ,分 别 用 空白 
对 照 和 阴性 对 照 进 行 矫正 ,然后 计算 莉 火 虫 荧光 素 
酶 与 海 肾 严 光 素 酶 活性 的 比值 ,采用 SPSS16.0 软件 
进行 差异 显著 性 分 析 。 








2 结果 


2.1 bmo-miR-375-3p 靶 基 因 预 测 

从 NCBI 数据 库 (http://www. ncbi. nlm. nih. 
gov/gene/) 下 载 BmFib-L fll BmP25 fj 3' UTR Zi 
酸 序列 ,从 mRNAs 数据 库 (http://www. mirbase. 
org/) 获得 成 熟 bmo-miR-375-3p 序列 ,利用 
RNAhybrid 软件 进行 序列 比 对 。 结 果 显 示 , 成 熟 
bmo-miR-375-3p 的 种 子 序列 (5 端 第 2 -8 位 碱 基 ) 
与 BmFib-L 3' UTR 有 6 个 碱 基 匹 配 , 与 BmP25 3' 
UTR 完全 匹配 (图 1) ,说 明 BmFib-L f BmP25 都 可 
能 是 bmo-miR-375-3p 的 潜在 弛 基因 。 
2.2 bmo-miR-375-3p 的 鉴定 

以 5 龄 第 3 天 幼虫 后 部 丝 腺 总 RNA 为 模板 , 反 
转录 合成 bmo-miR-375-3p 的 cDNA; 再 以 此 cDNA 
为 模板 进行 PCR。 产 物 电泳 检测 显示 一 条 大 小 在 
60 ~80 bp 之 间 , 与 bmo-miR-375-3p 前 体 片 段 长 度 
的 理论 值 相符 ( 图 略 ) ,测序 结果 与 预期 的 片段 序列 

和 
Ho 

2.3 bmo-miR-375-3p, BmFib-L 30 BmP25 在 5 iib 
第 3 天 幼虫 不 同 组 织 中 的 转录 水 平 

ERZE 5 龄 第 3 天 幼虫 不 同 组 织 和 4 -5 d 
幼虫 不 同时 期 后 部 丝 腺 的 总 RNA ,采用 RT-PCR 技 
术 半 定量 分 析 三 者 的 转录 水 平 。 从 图 2 可 以 看 出 ， 
BmFib-L EKA RE UR IER CB PUB) 、 马 氏 
管 ,脂肪 体 和 精 梨 中 都 有 转录 ,而 气管 、 丝 腺 组 织 和 
头 部 中 转录 水 平 较 高 (图 2: A); BmP25 在 头 部 和 
表皮 中 转录 水 平 较 低 ,在 其 他 组 织 中 都 有 较 高 水 平 
的 转录 (图 2: B) ;bmo-miR-375-3p 在 检测 的 10 个 5 
龄 3 d 幼虫 组 织 中 ,后 部 丝 腺 中 的 转录 水 平 最 高 (图 
2; C), 
2.4 bmo-miR-375-3p 在 幼虫 4 -5 龄 不 同时 期 的 
转录 水 平 

从 图 3 可 以 看 出 ,bmo-miR-375-3p 在 4 龄 和 5 
龄 幼虫 前 期 后 部 丝 腮 中 转录 水 平 较 高 ,从 5 龄 第 4 
天 开始 下 降 。 
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A Target: gi|124482176|gb | EF216676. 1| 

BmFib-L 3' UTR length: 289 

miRNA: bmo-miR-375-3p 

length: 23 

mfe: -20.0 kcal/mol 

p-value: undefined 

position 259 

target 5' U CCAA A U AUU U3' 
AUAC AG CGG GG GAGCAG 
UGUG UC GCC CC — CUUGUU 

miRNA 3' GC C G G U5’ 


B TARGET : gi|225543282|ref|NM 001145941. 1| 

BmP25 3' UTR length: 663 

miRNA : bmo-miR-375-3p 

length: 23 

mfe: -24. 0 kcal/mol 

p-value: undefined 

position 127 

target 5' U A UAUC CAGA U 3' 
CGA AUG CCGGG GGGCAGA 
GCU UGC GGCCC CUUGUUU 

miRNA 3' G UC CG 5 





图 1 Bmo-miR-375-3p 与 BmFib-L fll BmP25 3'UTR 的 RNAhybrid 软件 比 对 结果 
Fig. 1 Alignment analysis of bmo-miR-375-3p target sequences on 3'UTRs of BmFib-L and BmP25 , respectively, by RNAhybrid software 
A: bmo-miR-375-3p 与 BmFib-L 3'UTR 对 比 结果 Alignment of bmo-miR-375-3p with 3'UTR of BmFib-L; B; bmo-miR-375-3p 与 BmP25 3'UTR 对 
比 结果 Alignment of bmo-miR-375-3p with 3'UTR of BmP25. 
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到 2 bmo-miR-375-3p, BmFib-L 和 BmP25 EZE 5 龄 第 3 天 幼虫 不 同 组 织 中 的 表达 
Fig. 2 Relative expression levels of bmo-miR-375-3p, BmFib-L and BmP25 in different tissues of the 5th 
instar day-3 larvae of Bombyx mori 
A: 缘 素 蛋白 轻 链 基 因 BmFib-L; B; EA P25 基因 BmP25; C; bmo-miR-375-3p; D; U6. 1; X Head; 2; 表皮 Cuticle; 3; 气管 Trachea; 4; 
引 肪 体 Fat body; 5; 中 肠 Midgut; 6: 前 部 丝 腺 Anterior silk gland; 7: 中 部 丝 腺 Middle silk gland; 8: 后 部 丝 腺 Posterior silk gland; 9; 马 氏 管 
Malpighian tubules; 10; 精 梨 Testis. 
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到 3  bmo-miR-375-3p 在 家 看 4 -5 龄 幼虫 后 部 丝 腺 中 的 表达 分 析 


Fig. 3 Expression levels of bmo-miR-375-3p in posterior silk gland of the 4th —5th instar larvae of Bombyx mori 
1 -2: 分 别 为 4 龄 第 2 和 3 天 幼虫 后 部 丝 腺 Posterior silk gland of the 4th instar day-2 and day-3 larvae, respectively; 3 -9: 分 别 为 5 龄 第 1, 2, 3, 
4,5, 6 和 7 天 幼虫 后 部 丝 腺 Posterior silk gland of the 5th instar day-1 to day-7 larvae, respectively. 
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2.5  bmo-miR-375-3p 对 BmFib-L 表达 的 调控 
作用 

将 构建 好 的 重组 bmo-miR-375-3p 表达 载体 
( pcDNA3 | iel-egfp-pri-miR-375-3p-SVA40 ] ) 和 含有 
BmFib-L 3' UTR 序列 的 重组 表达 载体 (pGL3.0 [ A3- 
luc-Fib-L-3' UTR-SV40 ] ) 共 转 染 BmN 细胞 , pRL- 
CMV 为 内 参 质 粒 ,进行 3 次 独立 重复 试验 。 结 果 表 
明 , 共 转 染 bmo-miR-375-3p 表达 载体 和 靶 基 
BmFib-L 3' UTR 融合 报告 基因 表达 载体 的 细胞 , 实 
验 组 菊 光 素 酶 活性 比 阳 性 对 照 组 降低 29. 85% , 25 
异 达 到 显著 水 平 (P <0.05) (图 4) ,说 明 bmo-miR- 
375-3p 显著 抑制 BmFib-L 的 表达 。 

25 
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图 4 bmo-miR-375-3p 重组 质粒 与 丢 基 因 BmFib-L 重组 
质粒 共 转 染 BmN 细胞 72 h 后 的 荧光 素 酶 活性 比较 


Fig. 4 Comparison of luciferase activities of BmN cells at 





72 h post transfection with recombinant bmo-miR-375-3p 
expression plasmid and BmFib-L expression plasmid 
图 中 数据 为 平均 值 + SD, 柱 上 星 号 表示 差异 显著 (P<0.05); 图 5 


同 。Data in the figure are mean + SD. The asterisk above bar means 




















significant difference ( P «0.05). The same for Fig. 5. 


2.6 bmo-miR-375-3p 对 BmP25 表达 的 调控 作用 

将 构建 好 的 重组 bmo-miR-375-3p 表达 载体 
( peDNA3 | iel-egfp-pri-miR-375-3p-SVA40 ) ] 和 含有 
BmP25 3' UTR 序列 的 重组 表达 载体 (pGL3. 0 [ A3- 
luc-P25-3'UTR-SVA40) ] 共 转 染 BmN 细胞 , pRL-CMV 
为 内 参 质粒 。 结 果 表 明 , 共 转 染 bmo-miR-375-3p 表 
达 载 体 和 靶 基 因 BmP253'UTR 融合 报告 基因 表达 
载体 的 细胞 ,荧光 素 酶 活性 无 显著 变化 (图 5) ,说 明 
bmo-miR-375-3p 虽然 在 BmP25 3'UTR 存在 靶 位 点 ， 
但 对 BmP25 表达 无 明显 的 调控 作用 。 











3 讨论 




















本 实验 从 前 期 高 通 量 测序 获得 的 家 和 蛋 4 和 5 龄 
幼虫 后 部 丝 腺 中 差异 表达 的 29 个 bmo-miRNAs 
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图 5 bmo-miR-375-3p 重组 质粒 与 BmP25 3'UTR 重组 
质粒 共 转 染 BmN 细胞 72 h 后 的 交 光 素 酶 活性 比较 


Fig. 5 Comparison of luciferase activities of BmN cells at 











72 h post transfection with recombinant bmo-miR-375-3p 


expression plasmid and BmP25 expression plasmid 


(Song et al., 2015) 中 筛选 到 一 个 在 BmFib-L 和 
BmP25 上 有 洪 在 靶 位 点 的 bmo-miR-375-3p ,其 他 28 
个 miRNA 或 没有 靶 位 点 或 表达 差异 小 , 且 未 见 
bmo-miR-375-3p 功能 研究 相关 报道 。 

miRNA 主要 通过 与 靶 mRNA 分 子 的 3'UTR 结 
合 从 而 发 挥 作用 ,抑制 靶 基 因 的 表达 ,但 也 可 能 上 调 
靶 基 因 的 表达 (Vasudevan et al., 2007; Fabian et al., 
2010), Z3 5 龄 幼虫 期 在 丝 和 蛋白 大 量 合成 ,研究 表 
HH ,bmo-miR-965 和 miR-1926 在 BmN 细胞 中 通过 
与 BmFib-L 3'UTR 结合 下 调 其 表达 ( Huang et al., 
2012) ,而 bmo-miR-2739 与 BmFib-H 3'UTR 结合 上 
调 其 表达 ( 宋 菲 等 , 2014) 。 

miRNA 在 转录 后 水 平 调控 靶 基 因 的 表达 ,因此 
在 发 生 调 控 作 用 的 组 织 中 miRNA 和 其 靶 mRNA 应 
该 同时 存在 。 本 试验 和 我 们 ( 范 洋洋 等 , 2015 ) 前 期 
RT-PCR 分 析 结 果 显 示 , bmo-miR-375-3p 及 其 预测 
的 靶 基 因 BmFib-L 和 BmP25 在 5 龄 幼虫 后 部 丝 脲 
均 有 较 高 的 转录 水 平 ,说 明 家 和 看 5 龄 幼虫 后 部 丝 腺 
具备 bmo-miR-375-3p 调控 BmFib-L 和 BmP25 表达 
的 时 空 条 件 。 

采用 PCR 方法 从 基因 组 DNA 中 扩 增 出 mRNA 
的 前 体 序列 ,将 其 克隆 到 真 核 表达 载体 ,构建 成 能 够 
表达 该 miRNA 的 重组 表达 载体 , 这 种 方法 更 符合 
miRNA 的 生物 合成 过 程 和 miRNA 作用 原理 ,可 以 
较 好 地 模拟 体内 miRNA 的 作用 机 制 ,更 真实 地 反映 
miRNA 的 生物 学 功能 (Wu et al.，2009)。 本 实验 
BmN 细胞 共 转 染 分 析 表 明 ,bmo-miR-375-3p 显著 下 
调 BmFib-L 基因 的 表达 ;但 是 , bmo-miR-375-3p 对 
BmP25 基因 的 表达 无 明显 调控 作用 ,其 原因 有 待 进 
一 步 实验 研究 。 
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